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クレオチド（NAD）要求性の有無に基づき、NAD 要求性の生物型 1 型と
NAD 非要求性の生物型 2 型に型別される  [34]。さらに、現在、A. 
pleuropneumoniae は莢膜多糖体の抗原性により、15 種類の血清型に分類
されている[2,34]。A. pleuropneumoniae は、莢膜の存在および毒素の作










型に代わって 1 型が多くなり、台湾では 5 型のほかに 1 型の分離頻度が高
くなっている[29,45]。オーストラリアでは新しく提唱された血清型の 15
型が多く分離されている[2]。これまで日本では血清型 2 型が多く分離され













現在、世界中で薬剤耐性の A. pleuropneumoniae が観察されている。こ

















耐性 A. pleuropneumoniae の tet 遺伝子のタイプに関する情報は少ない。
そのため、tet 遺伝子のタイプが明らかになれば、日本で分離されたテト




離 株 で は 、 A. pleuropneumoniae の 分 子 疫 学 調 査 に よ り 、 A. 
pleuropneumoniae は分離された国に拘わらず相同性が高く、クローナル
に伝播している可能性があることが示唆されている[3]。しかしながら、国
内分離 A. pleuropneumoniae 株について、PFGE による分子疫学調査の情
報は少ない。本研究では OTC 耐性株の増加原因の解明の一助として、日
本で分離された A. pleuropneumoniae の OTC 耐性株の tet 遺伝子保有状
況を調査した。さらに、A. pleuropneumoniaeにおいて薬剤感受性とPFGE
型の関連を調査した報告は少ないため、PFGE を用いて OTC 感受性株お
よび OTC 耐性株の PFGE 型を調べることにより、OTC 感受性と PFGE
型の関連についての解析を試みた。 










以上 A. pleuropneumoniae による感染の効果的な制御の観点から、微生
物学的ならびに疫学的情報を得るため、日本で分離された A. 
pleuropneumoniae の血清型、薬剤感受性、tet 遺伝子の検出、PFGE 解析




第Ⅰ章 豚由来 Actinobacillus pleuropneumoniae の血清型の推移 
 
１．小緒 











1980 年代は日本における野外発生株のほとんどが血清型 2 型であった
が、その後、様々な血清型の株が増え、特に血清型 1 型と 5 型が増加する




そこで、第Ⅰ章では、1999年から 2000年分離株および 2002年から 2005





 病性鑑定のために発症豚の肺病変部より 1999 年から 2000 年にかけて
24都道府県の家畜保健衛生所で分離された125株および2002年から2005






 各血清型参照株のホルマリン不活化全菌体で免疫した抗 1～12 および
15 型家兎免疫血清と、供試株の加熱抽出抗原とを用いた寒天ゲル内沈降反
応により供試株の血清型を調べた[40]。抗原抽出は、121℃で 1 時間加熱し、
遠心分離を行い、その上清を使用した。1986 年から 1987 年にかけて 11
都道府県農場（主に東北～関東地方）からと畜場に出荷された豚の肺病変




1999 年から 2000 年に分離した 125 株の血清型は、1 型 24 株(分離株に
占める割合（％）：19.2%、分離都道府県数：9)、2 型 76 株(60.8%、19)、
3 型 1 株(0.8%、1)、5 型 15 株(12.0%、8)、6 型 2 株(1.6%、1)、7 型 2 株
(1.6%、1)であった（表１）。血清型を特定できなかった血清型別不能株（以
下、UT 株）は 5 株であった。 
2002 年から 2005 年に分離した 101 株の血清型は 1 型 8 株(分離株に占
める割合（％）：7.9%、分離都道府県数：6)、2 型 66 株（65.3%、24)、5
型 14 株(13.9％、8)、15 型 2 株(2.0%、2)であった（表１）。15 型株 2 株
の分離年はそれぞれ 2003 年および 2004 年であった。UT 株は 11 株であ
った。本調査では、血清型 13 型および 14 型の家兎免疫血清がなく調査し
ていないが、血清型 13 型株および 14 型株のほとんどはニコチンアミド・
アデニン・ジヌクレオチド（NAD）非要求型の株である。供試株は NAD




型の分離株数を統計学的に比較すると、1999 年から 2000 年分離株の血清
型 1 型の分離株数は他の年度の分離株数と比較して有意に多かった（1986






年分離株の血清型 2 型は他の年度の分離株数と比較して有意に多く、5 型
の分離株数は有意に低かった（p<001）。また、UT 株の 2002 年から 2005




 1999 年から 2000 年および 2002 年から 2005 年分離株と、1986 年から
1987 年分離株の血清型と比較すると、血清型 2 型の分離株数は有意に減
少したが、血清型 5 型の分離株は有意に増加したことが確認された。一方、
血清型 1 型については、1999 年から 2000 年分離株が、1986 年から 1987
年分離株だけでなく2002年から2005年分離株についても有意に高く分離
され、血清型 1 型の分離傾向は分離年ごとに異なっていた。1999 年から
2000 年分離株および 2002 年から 2005 年分離株の血清型 1 型が分離され
たのはそれぞれ 9 県および 6 県であり、1999 年から 2000 年分離株におい
ては 1 県から 9 株が分離された。1999 年から 2000 年分離株において、血
清型 1 型が増加したのは、特定の県より多数の株が分離されたことによる
影響と考えられた。 
今回の調査において、2003 年および 2004 年に血清型 15 型株が分離さ
れた。血清型 15 型は 2002 年に新しく提唱された血清型であり、1990 年
にオーストラリアで分離された株が最初の分離である。現在、オーストラ
リアでは血清型 15 型の分離率が高い[2]。日本においても、2003 年に分離





細菌の性状調査成績概要 [36]において、2013 年度に収集された A. 
pleuropneumoniae の血清型は、2 型が最も多く(分離率：55.6%)、次いで
1 型(18.1%)、15 型(15.3%)、5 型（8.3%）、6 型(1.4%)、12 型(1.4%)であ












調査年（1999 年から 2000 年及び 2002 年から 2005 年）を通して、血
清型 2 型の分離が多く、次いで 1 型、5 型の分離が多く認められた。他に
血清型 3 型、6 型、7 型株が散見され、2003 年および 2004 年においては、
新しい血清型の 15 型株が分離された。今後、血清型 15 型株の浸潤につい
て注視する必要がある。1986 年から 1987 年分離株と比較して、1999 年
から 2000 年および 2002 年から 2005 年分離株の血清型 2 型株数は有意に
減少し、血清型 5 型株数は有意に増加した。血清型 1 型株は 1999 年から
2000 年分離株において、他の調査年と比較して有意に多かった。また、





















そこで、第Ⅱ章では、1986 年から 1987 年分離株、1999 年から 2000 年





 第 1章で供試したA. pleuropneumoniae株、すなわち、1986年から 1987
年にかけて 11 都道府県の農場からと畜場へ出荷された豚の肺病変部から
分離された 178 株[40]、病性鑑定のために発症豚より 1999 年および 2000
年において 24 都道府県の家畜保健衛生所で分離した 125 株および 2002
年から 2005 年にかけて 26 都道府県の家畜保健衛生所で分離した 101 株
を薬剤感受性試験に供試した。 
（２）薬剤感受性試験 














FF、TML、TMP、ERFX、OBFX、DNFX の 21 薬剤を用いた。2002 年
から 2005 年分離株については、アンピシリン（ABPC）、CTF、ジヒドロ
ストレプトマイシン（DSM）、カナマイシン（KM）、エリスロマイシン（EM）、
OTC、TP、FF 、TMP および ERFX の 10 薬剤を使用した。1986 年から
1987年分離株および1999年から2000年分離株の最小発育阻止濃度（MIC）
は、Suzuki ら[39]と同様に日本化学療法学会の方法に従い、寒天平板希釈
法（ミューラーヒントン寒天培地（Difco）にβ-NAD を 25μg/mL 添加）
により測定した。耐性限界値は Suzuki ら[39]および Yoshimura ら[46]の
報告に準じ、微生物学的耐性限界値として設定した。OTC の耐性限界値は、
今回の MIC 分布から、Yoshimura ら[46]のものが適当と判断し、6.25μ
g/mL とした。2002 年から 2005 年分離株の MIC は the Clinical and 
Laboratory Standards Institute (CLSI) (試験当時は、the National 
Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS)と称されてい
た。) のガイドラインに沿って、寒天平板希釈法により測定した [33]。CTF
と KM の耐性限界値は CLSI の値に従った。その他の薬剤の耐性限界値は
微生物学的耐性限界値として設定した。 
（３）統計処理 
 1986 年から 1987 年分離株と 1999 年から 2000 年分離株および 1999 年






（１）A. pleuropneumoniae の薬剤感受性の推移 
 A. pleuropneumoniaeの薬剤感受性の結果を表２に示した。MIC50値は、
1986 年から 1987 年分離株と 1999 年から 2000 年分離株ではほぼ同じ値
であった。しかし、1999 年から 2000 年分離株の MIC90値を 1986 年から
1987 年分離株と比較すると、DOXY、TMP、ERFX および DNFX におい
て 4 倍、AMPC、ASPC および OBFX が 8 倍、PCG、OTC、CP および
TP が 16 倍それぞれ高くなっていた。次に 2002 年から 2005 年分離株に
ついて 1999 年から 2000 年分離株と比較すると、TMP の MIC50値および
MIC90値は 5 倍高く、TP の MIC90値は約 3 倍低かった。他の薬剤につい
てはほぼ同じであった。 
 1986 年から 1987 年分離株と 1999 年から 2000 年分離株のそれぞれの
薬剤に対する耐性株数を比較すると、1999 年から 2000 年分離株の PCG、
AMPC、ASPC、OTC、CP および TP に対する耐性株が有意に増加してい
た（p<0.01）。1999 年から 2000 年分離株の内、PCG に耐性であった 17
株中 15 株が AMPC および ASPC においても耐性であった。同様に、TP
に耐性であった 38 株中 34 株が CP に対して耐性を示した。テトラサイク
リン系薬剤についてみると、OTC に耐性であった 1999 年から 2000 年分
離株 56 株中 6 株のみが DOXY に対して耐性であった。新たな薬剤耐性と
して 1999 年から 2000 年分離株の内、2 株がフルオロキノロン系薬剤
（ERFX、OBFX、DNFX）に、1 株がマクロライド系薬剤（TMS、MRS）
に耐性であった。CTF、GM、SPC、TS、FF および TML に対して耐性を
示す株はなく、特に 1999 年から 2000 年分離株の CTF および FF に対す
る MIC 値はそれぞれ 0.2 および 0.78μg/ml 以下であり、高い感受性を示
した。また、1999 年から 2000 年分離株において AMPC、ASPC、ERFX、
OBFX および DNFX に対する耐性株は存在したものの、それらの薬剤に
対する感受性株の MIC 値はそれぞれ 0.78、0.2、0.39、0.78 および 0.39
μg/ml 以下であり、高い感受性を示した。特に ASPC、ERFX、OBFX お










CTF、EM、FF および ERFX に対してはすべての株が感受性を示した。
調査した薬剤の中で OTC 耐性株の割合が最も高かった。2002 年から 2005
年分離株の薬剤感受性は、β-ラクタム系のペニシリン系（以下、PC 系）、
OTC および TP の耐性率が 1999 年から 2000 年分離株と比較して有意に
低かった( p<0.01)。1999年から 2000年分離株では認められなかったTMP




血清型 1 型株及び 5 型株は耐性を示した株が感受性を示した株よりも多く、
血清型 2 型株は感受性を示した株が耐性を示した株よりも多かった。血清
型 5 型の 15 株中 14 株は OTC 単剤耐性であったのに対し、1 型および 2
型で耐性を示した株においては、多剤耐性を示す株が多かった。1999 年か
ら 2000 年分離株ではフルオロキノロン系薬剤およびマクロライド系薬剤
（TMS、MRS）に対する耐性株がそれぞれ 1 型の 2 株および 2 型の 1 株
で認められた。PC 系薬剤耐性を含む多剤耐性株は 1 型（5 株）、2 型（5
株）、3 型（1 株）および 7 型（2 株）で認められた。 
2002年から 2005年分離株の薬剤耐性パターンと血清型との関係を表４
に示した。1999 年から 2000 年分離株と同様に血清型 1 型株及び 5 型株は
耐性を示した株が感受性を示した株よりも多く、血清型 2 型株は感受性を
示した株が耐性を示した株よりも多かった。血清型 1 型、2 型および 5 型
の薬剤耐性の割合は 1999 年から 2000 年分離株と類似していた。5 型株は
1999 年から 2000 年分離株と同様に OTC に対する耐性の割合が高く、薬













 1986 年から 1987 年分離株と 1999 年から 2000 年分離株の薬剤感受性
を比較すると、PCG、AMPC、ASPC、OTC および TP に対する耐性株が
有意に増加していた(p<0.01)。2002 年から 2005 年分離株と 1999 年から
2000 年分離株の薬剤感受性を比較すると、PC 系薬剤、OTC および TP の
耐性率が有意に低下していた(p<0.01)。第Ⅰ章の調査において、2002 年か
ら 2005 年分離株は、1999 年から 2000 年分離株と比較すると血清型 1 型
株の分離が有意に減少したことが明らかとなった。2002 年から 2005 年分
離株の PC 系薬剤、OTC および TP の耐性率は、1999 年から 2000 年分離
株同様、血清型 2 型株と比較して血清型 1 型株が高いことから、2002 年
から 2005 年分離株の PC 系薬剤、OTC および TP の薬剤に対する耐性率
が低下したのは、薬剤耐性率の高い 1 型株の分離率の減少が影響したもの
と考えられた。 
薬剤感受性を血清型ごとに比較すると、1999 年から 2000 年分離株およ
び 2002 年から 2005 年分離株の血清型 1 型株および 5 型株は、薬剤感受
性株よりも耐性株の割合の方が高く、さらに、血清型 1 型株は、多剤耐性
を示し、血清型 5 型株は OTC に対する単剤耐性率が高かった。血清型 2
型株は、薬剤耐性株よりも感受性株の方が多かった。Mannhemia 
haemolytica は血清型により薬剤感受性が異なると報告があるが[21]、近
年に日本で分離される A. pleuropneumoniae の薬剤感受性においても、血
清型により特徴があることが明らかとなった。興味深いことに、血清型 2
型株の TP の耐性率が 1999 年から 2000 年株では 21.1%（16/76）であっ
たが、2002 年から 2005 年分離株では 4.5%（3/66）に有意に減少した。
1999 年から 2000 年分離株の血清型 2 型で OTC に耐性を示した 13 株の
うち 8 株（61.5%）が CP 系に対しても耐性を示したが, 2002 年から 2005
年分離株においてはそのような株は見られなかった。また、既報により、
1985 年から 1989 年分離株[16]および 1986 年ならびに 1987 年分離株[39]
の血清型 1 型株はすべて薬剤感受性株であった。しかしながら 1987 年お
よび 1988 年分離株[12]や 1990 年代の分離株[1,15,46]の血清型 1 型株は多
剤耐性であり、1987 年以降から血清型 1 型株の多剤耐性株が認められた。
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このような血清型 1 型株および 2 型株の耐性の変化の解明のためには、そ
れらの株の遺伝子分析を実施する必要があると考えられた。 
PC 系薬剤に対する耐性機構は多種存在し、耐性を獲得した場合、複数
の PC 系薬剤に対して耐性を示すことがある[10,28,46]。1999 年から 2000
年分離株の内、PCG に耐性を示した 17 株中 15 株は、AMPC および ASPC
にも耐性を示したので、これら３種類のペニシリン系薬剤に対する耐性は、
交差耐性の可能性があった。1999 年から 2000 年分離株の内、PC 系薬剤
に対して耐性を示した株の割合（以下、「耐性率」）は 12.0～13.6%であっ
たが、既報の 1986 年から 1987 年分離株[39]、1988 年から 1989 年分離株
[12]、1992 年から 1994 年分離株[1]、1995 年から 1997 年分離株[46]及び
本調査の 2002 年から 2005 年分離株では、それぞれ 1.1%、3.9%、7.5%、
4.4％及び 2.0%であった。1997 年以前の分離株調査では、PC 系薬剤に対
する耐性率は低い値であったが、1999 年から 2000 年分離株においては、
耐性株が増加し、2002 年から 2005 年分離株では耐性株が再び減少した。
2002 年から 2005 年分離株では、前述したように薬剤耐性率の高い血清型
1 型の分離率が 1999 年から 2000 年分離株と比較し減少したため、PC 系
薬剤に対する耐性率が低下したと考えられた。また、1999 年から 2000 年
分離株の PC 系薬剤に対する耐性株が、血清型 2 型、3 型、7 型および血
清型別不能株（以下、UT 株という。）で認められたが、2002 年から 2005
年分離株では血清型 3 型および 7 型は分離されず、また、血清型 2 型およ
び UT 株において PC 系薬剤に耐性を示す株は分離されなかった。これら
血清型 1 型、3 型および 7 型の分離率の違いおよび血清型 2 型および UT
株における PC 系薬剤に対する耐性株の消失が PC 系薬剤に対する耐性率
の減少に影響を与えたと考えられた。 









以上が耐性株であった。本調査において、1999 年から 2000 年分離株およ





に対する感受性は大きく異なっていた（1986 年から 1987 年分離株の
DOXY 耐性株数/OTC 耐性株数：1/10、1999 年から 2000 年分離株の DOXY
耐性株数/OTC 耐性株数：6/56）。Bousquest ら[5]の報告では、OTC 耐性
を示した A. pleuropneumoniae 分離株は、すべて DOXY に対して感受性
であった。その理由として、DOXY は OTC と比較し高い脂溶性のため、
抗菌活性が高いのではないかと考察している。1999 年から 2000 年分離株
および 2002 年から 2005 年分離株における血清型 5 型については、それ
ぞれ 15 株中 14 株および 14 株中 12 株が OTC 耐性を示し、血清型 5 型に
おける OTC 耐性率は、以前に報告[39,46]されたものと同様に高値であっ
た。これらの 1999 年から 2000 年分離株および 2002 年から 2005 年分離
株の OTC 耐性血清型 5 型株は、それぞれ 8 県から分離されており、同じ
クローンによる発生ではないと推察された。1999 年から 2000 年分離株お
よび 2002 年から 2005 年分離株の調査では、血清型 5 型の耐性パターン
は、OTC 単剤耐性であったが、韓国分離株の血清型 5 型は多剤耐性を示す




 CP および TP に対する耐性率は、1986 年から 1987 年分離株ではそれ
ぞれ 1.1%および 1.7%だったが[39]、1999年から 2000年分離株では 27.2%
および 30.4%と増加した。これらの耐性率は既報[12,15-17,19,24,46]から




 食用動物においては、CP 製剤は 1998 年以降使用されていないが、1999





能性が考えられる。2002 年から 2005 年分離株の TP 耐性率は 10.9%とな
り 1999 年から 2000 年分離株と比較して有意に減少した。2002 年から
2005 年分離株の TP 耐性率の減少は、薬剤耐性率の高い血清型 1 型株の分
離率の減少と、TP 耐性を示す血清型 2 型株の減少が影響したものと考え
られる。FF もフェニコール類ではあるが、FF は TP に対して耐性を示す
A. pleuropneumoniae にも有効とされている[43]。1999 年から 2000 年分
離株および 2002 年から 2005 年分離株の成績では、Yoshimura ら[46]の報
告と同様に、FF 耐性株は認められなかった。しかし、FF は豚の胸膜肺炎
治療薬としては、1992 年以降に認可された比較的新しい製剤であることか
ら、今後も A. pleuropneumoniae の FF に対する感受性を継続的に調査す
る必要がある。 
 1999 年から 2000 年分離株の調査では、フルオロキノロン系薬剤である
ERFX、OBFX および DNFX に対する耐性が 1 型（2 株）で、マクロライ




























1999 年から 2000 年分離株は 1986 年から 1987 年分離株と比較して、
PC 系薬剤、OTC、CP および TP に対する耐性率が有意に増加していた。
2002 年から 2005 年分離株は 1999 年から 2000 年分離株と比較して PC
系薬剤、OTC および TP に対する耐性率が有意に減少したが、その他の薬
剤に対する感受性には変化はなかった。2002 年から 2005 年分離株におけ
る薬剤感受性の傾向は、PC 系薬剤、OTC および TP に対して耐性傾向の
ある 1 型株の分離頻度の減少が影響しているものと考えられた。供試した
薬剤では OTC に対する耐性率が一番高い値を示し、OTC の耐性株の伝播
の解明のために、遺伝子解析が必要と考えられた。近年の日本における分
離株は、血清型ごとに薬剤感受性に特徴があり、血清型 1 型は多剤耐性、





















 そこで第Ⅲ章では日本で分離された A. pleuropneumoniae の OTC 耐性
遺伝子に関する分子疫学情報を得るために、tet 遺伝子の検出を行うとと
もに、日本で最も分離されている血清型 2 型と OTC 単独耐性という特徴






OTC に耐性を示した 80 株を tet 遺伝子の検出に供試した。80 株のうち 10
株は 1986 年から 1987 年にと畜場の肺病変から分離された株[39]、42 株





（２）tet 遺伝子検出の Polymerase chain reaction （PCR） 
A. pleuropneumoniaeで検出された tet遺伝子を中心に、tet(A)、tet(B)、
tet(H)、tet(L)、tet(M）、tet(O)および tet(S)遺伝子について、Blannco ら
の方法に準じた PCR により各遺伝子検出を行った[3]。 
 
（３）PFGE の供試株 
1986 年から 2005 年の間に分離された株の内、国内で最も分離される血
清型の 2 型 64 株および 5 型 19 株の野外分離株の合計 83 株を PFGE の解
析に供試した。参照株としてA. pleuropneumoniae 1536株（血清型2型）、
K17 株（血清型 5a 型）および L20 株（血清型 5b 型）を供試した。血清
型 2 型の供試株は、OTC 感受性と OTC 耐性株を分け、同時期に同じ都道
府県から分離され薬剤感受性パターンが同じ株については地域的に関連が
あると考え除外した。OTC 耐性株については、tet 遺伝子検出 PCR で多
く検出された tet(B)遺伝子陽性株、tet(H)遺伝子陽性株と tet 遺伝子不明で
あった株を供試した。血清型 5 型についても血清型 2 型同様に株を選別し
た。その結果、血清型 2 型は 21 都道府県、血清型 5 型は 12 都道府県より
分離された株となり、地域は北海道から九州までとなった。野外分離株中
の血清型 2 型の 14 株と血清型 5 型の 1 株は、1986 年から 1987 年にと畜
場出荷豚の肺病変部から分離された株であった。その他の血清型 2 型株と




PFGE は Chatellier ら方法により実施した[6]。アガロースブロックに包
埋されたゲノム DNA を 40U の ApaI (TakaRa, Shiga, Japan)で一晩反応
させて切断し、電気泳動は CHEF DRIII apparatus (Bio-Rad, Hercules, 
CA, USA)を用い、スイッチ時間は 5~20 秒、ボルト数は 200v、温度は 14℃、
泳動時間は 20 時間であった。PFGE プロファイルは Molecular Analyst 
Software Fingerprinting Plus (Bio-Rad) あるいは FPQuest Software 
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Version 4.5 (Bio-Rad, Richmond, CA, USA)を用いて解析した。相同性は
Dice coefficient で行い、クラスター解析は Unweighted Pair Group 




A. pleuropneumoniae の OTC 耐性株の 80 株中 73 株から tet 遺伝子が
検出された。このうち tet(B)遺伝子が最も多く 61 株から検出され、次い
で tet(H)遺伝子が 6 株、tet(O)遺伝子が 5 株および tet(A)遺伝子が 1 株か
ら検出された(表５)。7 株は OTC に耐性を示したが、tet 遺伝子検出 PCR
において陰性であった。tet(B)遺伝子は血清型別では血清型 1 型、2 型、5
型、6 型、15 型および血清型別不能株（以下、UT 株）で認められ、血清
型 1 型、5 型、6 型及び 15 型の株は分離年に拘わらず tet(B)遺伝子のみ検
出された。分離年代別では、tet(B)遺伝子は、OTC 耐性株の 1986-1987 年
分離株 10 株中 1 株（10%）のみであったが、1999 年から 2000 年分離株




PFGE 解析の結果、A. pleuropneumoniae 血清型 2 型株は 6 パターンの
型（2A～2F）に分類された(図 1)。野外分離株 64 株のうち、すべてのと
畜場出荷豚由来株 14 株と豚胸膜肺炎を発症した豚由来株 38 株の合計 52
株(81.3%)と血清型 2 型参照株の 1536 株は 2A 型に分類された（表６）。
野外分離株の 7 株は 2B 型、2 株は 2C 型に分類された。残りの 3 株はそれ
ぞれ 2D～2F 型に分類された。2B 型は他の型に認められない約 145.5kb
のバンドが認められた。各 PFGE 型の相同性は 80.0%以上であり、それぞ
れの型は 2A 型と相似していた。 
血清型 5 型株は 6 パターンの型（5A～5F）に分類された(図 2)。野外分
離株 19 株のうちと畜場出荷豚由来の株 1 株を含む 15 株（78.9%）は 5B


















に分類された。野外分離株の残りの 3 株はそれぞれ 5C～5E 型に分類され、
血清型 5b 参照株の L20 株は 5F 型に分類された。5B、5C 及び 5D 型には
5A、5E 及び 5F 型にはない 48.5kb より小さいバンドが認められた。5 型
株の各 PFGE 型の相同性は 80.0%以上であり、それぞれの型は 5B 型と相
似していた。 
 
（３）OTC 耐性と PFGE 型の関係 
血清型 2 型株においては、OTC 感受性株は 2A および 2C～2F 型に分類
され、OTC 耐性株は 2A および 2B 型に分類された（表６）。血清型 5 型
株においては、OTC 感受性株は 5A および 5E 型に分類され、OTC 耐性株
は 5B～5D 型に分類された。 
tet 遺伝子に着目すると、血清型 2 型の tet(B)遺伝子陽性株は 2B に分類
されたが、tet(H)遺伝子陽性株は 2A 型に分類された。OTC 耐性株である
が、tet 遺伝子不明株は 2A 型に分類された。血清型 5 型の tet(B)遺伝子陽
性株は 5B～5D 型に分類された。 
 
（４）供試株の分離年または由来と PFGE 型の関係 
血清型 2 型株は、1986 年から 1987 年分離株は、2A 型のみであったが、
1999 年から 2000 年分離株では 2A、2B および 2C 型の 3 型に、2002 年
から 2005 年分離株は、2A、2C、2D、2E および 2F 型の 5 型に増加した
（表６）。血清型 5 型株は、1986 年から 1987 年分離株は 5B 型で、1999
年から 2000 年分離株は 5A および 5B 型の 2 型に、2002 年から 2005 年
分離株は 5B、5C、5D および 5E 型の 4 型に増加した。 
供試株の由来に着目すると、血清型 2 型の胸膜肺炎発症豚由来株（1999
年から 2000 年分離株および 2002 年から 2005 年分離株）は 2A～2F 型に
分類された。またすべてのと畜場出荷豚由来株（1986 年から 1987 年分離
株）は 2A 型に分類された。血清型 5 型の胸膜肺炎発症豚由来株は 5A～5E





本研究において、tet 遺伝子の検出の結果から、tet(B)遺伝子が 1999 年
以降の主要な tet 遺伝子であることが明らかとなった。日本においてもス
ペイン[3]やノルウェー[44]と同様に tet(B)遺伝子が最も検出される tet 遺






性を獲得する[27]。日本で分離された OTC 耐性 A. pleuropneumoniae 株
の多くの OTC 耐性機構は、保持した tet 遺伝子の種類より OTC の菌体外
排出機能による耐性機構であることが示唆された。 
表５より tet 遺伝子と株の由来の関係においては、血清型 2 型および 5
型のと畜場出荷豚由来 OTC 耐性株（1986 年から 1987 年分離株）は、胸
膜肺炎発症豚由来 OTC 耐性株（1999 年から 2000 年分離株および 2002
年から 2005 年分離株）と同様にそれぞれ tet(H)遺伝子と tet(B)遺伝子が
陽性であった。調査期間を通して、血清型 2 型株の OTC 耐性株において
は、tet(A)、tet(B)、tet(H)および tet(O)遺伝子が検出された。血清型 1 型、
5 型、6 型および 15 型のすべての OTC 耐性株からは tet(B)遺伝子が検出
され、血清型 7 型の OTC 耐性株からは、tet(O)遺伝子のみが検出された。
スペインで分離された OTC 耐性血清型 1 型株は tet(L)遺伝子、2 型株は
tet(B)遺伝子、6 型株は tet(O)遺伝子、7 型株は tet(B)および tet(O)遺伝子
が陽性であり[3]、日本とは異なっていた。したがって、血清型と耐性遺伝
子の関係は分離された国により異なるものと推定された。 
第Ⅱ章において、1999 年から 2000 年分離株の OTC 耐性血清型 2 型株
の 13 株中 8 株は CP 系に耐性を示したが（表３）、2002 年から 2005 年分
離株の OTC 耐性血清型 2 型株はそのような株はなかった（表４）。本研究
より、1999 年から 2000 年分離株の血清型 2 型株の OTC 耐性分離株 12
株中 11 株は、tet(B)遺伝子が陽性であったが、2002 年から 2005 年分離株
においては 7 株中 5 株が tet(A)あるいは tet(H)遺伝子が陽性であり、1999
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年から 2000 年分離株と 2002 年から 2005 年分離株の胸膜肺炎発症豚から
検出された株の tet 遺伝子は異なっていた。さらに、PFGE 型から（表６）、
1999 年から 2000 年分離株の OTC 耐性血清型 2 型株は 2B 型、2002 年か
ら 2005 年分離株の OTC 耐性血清型 2 型株は 2A 型であり PFGE 型が異
なっていた。このことにより血清型 2 型の分離年による薬剤感受性の違い
は、遺伝子型が異なる株の拡散に起因すると推察された。  
 血清型 2 型および 5 型株の PFGE 型を年代別にみると、2A および 5B
型株は 1986 年から認められ、2B～2F、5A および 5C～5E 型株は 1999
年以降に出現している（表６）。血清型 2 型および 5 型株の主な PFGE 型
（2A および 5B 型）については、1986 年以降分離年代に関わりなく、常




子型の株が分布していることによるものと示唆された。血清型 2 型株の 2B
～2F 型および 5 型株の 5A・5C～5E 型はそれぞれ、2A 型および 5B 型と
相似していたことから、2B～2F 型および 5A・5C～5E 型株は 2A 型およ
び 5B 型株からの派生が示唆された。このように、近年では、2A 型および
5B 型以外の株が分離されてきているので、今後も A. pleuropneumoniae
株の種々の性状を把握するうえでも疫学調査を続ける必要があるが、近年、
遺伝子型を調査する方法として multilocus sequence typing（MLST）法
が行われており、この手法を用いた遺伝子型別を検討する必要がある。 
血清型 5 型の OTC 耐性株はすべて tet(B)遺伝子が陽性であった。その
ため OTC 耐性血清型 5 型株はクローナルな株と考えられたが、PFGE 解
析により tet(B)遺伝子陽性株の中でも異なる遺伝子型（5B～5D 型）があ
ることが示された。血清型 5 型株は PFGE 型により OTC 感受性株（5A
および 5E 型）と OTC 耐性株（5B～5D 型）に分類できたが、血清型 2 型
株においては 2A 型に OTC 感受性株と OTC 耐性株が分類されたため、
PFGE 型による OTC 感受性の違いを分類することはできなかった。血清
型 2 型の tet(B)遺伝子陽性株（2B 型）は約 145.5kb のバンドが認められ
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（図１）、血清型 5 型の tet(B)遺伝子陽性株（5B～5D 型）は 48.5kb より
小さいバンドが認められた（図２）。これらのバンドは tet(B)遺伝子陽性株
のみで認められた。このように、血清型 2 型および 5 型の tet(B)遺伝子陽
性株の PFGE 型は、tet(B)遺伝子陰性株には認められなかったバンドを認
め PFGE 型が異なっていた。tet(B)遺伝子はプラスミド上に存在すること
が知られているが[3]、血清型 2 型および 5 型の tet(B)遺伝子陽性株は







tet(H)遺伝子陽性株と tet(H)遺伝子陰性株は同じ PFGE 型を示した（2A
型）。tet(H)遺伝子も tet(B)遺伝子同様にプラスミドに存在することが知ら
れているので[3]、2A 型株が tet(H)保有プラスミドを獲得した可能性があ
る。血清型 2 型株は増幅断片長多型（amplified fragment length 
polymorphism；AFLP） と PFGE の組み合わせで、より遺伝子型を分類
することが可能なので[14]、血清型 2 型株のさらなる疫学調査には異なる
遺伝子解析法の実施が必要と考えられた。 
Chatellier ら[6]は、カナダにおける血清型 5 型の A. pleuropneumoniae
キャリアー豚由来株と臨床発症豚由来株が同じ PFGE 型を示すことを報
告している。日本で分離されたと畜場出荷豚の肺病変部と胸膜肺炎を発症
した豚から分離された株が同じ PFGE 型を示したことから、Chatellier ら
[6]の報告と同様に、A. pleuropneumoniae の病原性は PFGE 型に反映し
ないことが確認された。 
Moller ら[31]はデンマーク、スイス、ベルギー、カナダ、オーストラリ
アおよびアルゼンチンから分離された A. pleuropneumoniae 250 株を供
試し、多遺伝子座酵素電気泳動（multilocus enzyme electrophoresis；MEE）
による解析を行い、37 タイプに分類したが、供試株の 66%が 3 タイプに
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分類されたため A. pleuropneumoniae はクローナルな構造を有するもの
と考察した。さらに、Fussing ら[13]は、ヨーロッパ分離株および北アメ
リカ分離株の血清型 2 型株を供試し、リボタイピング、リボゾーム遺伝子
間領域（ribosomal intergenic region）の塩基配列および PFGE 型の結果
から、両分離株間の相同性が高く、血清型 2 型株はクロナールである可能
性を考察している。今回の調査でも、これらの考察と同様に、日本の血清
型 2 型株の 81.3%および 5 型株の 78.9%が同じ型（2A および 5B 型）を示





 日本の OTC 耐性 A. pleuropneumoniae 分離株の遺伝子学的検索の結果、
tet(B) 遺伝子が最も多く検出されたことから、日本における A. 
pleuropneumoniae のテトラサイクリン耐性増加は tet(B)遺伝子陽性株の
増加が関与している可能性が示唆された。 
血清型 2 型および 5 型の日本分離株は PFGE より、それぞれ 6 および 5
パターンの型に分類された。PFGE 型の相同性は、それぞれの血清型間に
おいて 80.0%以上と非常に高かった。血清型 2 型の 81.3%および 5 型の
78.9%が同じ PFGE 型に分類され、20 年近く優勢な型には変化はなかった。





Actinobacillus pleuropneumoniae の再血清型別と性状解析 
１．小緒 
 Actinobacillus pleuropneumoniae（以下、A. pleuropneumoniae）には
現在、15 種の血清型が存在する。国により分離される血清型には特徴があ









集反応と、近年開発されたマルチプレックス PCR により UT 株の再血清
型別を行った。また、寒天ゲル内沈降反応で、血清型別ができなかった要
因として加熱抽出温度が考えられ、その影響を調べた。さらに UT 株の





2003 年から 2013 年に分離され、寒天ゲル内沈降反応による血清型別で
型別不能であった 47 株を供試した。 
 
（２）再血清型別 
  血清型別は、47 株について血清型 1～15 型の抗血清を用いた Mittal
らの方法[30]によるスライド凝集反応を実施した。また、マルチプレック
ス PCR は、47 株について血清型 1 型、2 型および 5 型について判定でき
る Ito の方法[20]により実施し、そのうち型別出来なかった 5 株について
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血清型 1~3 型、5～8 型、10 型及び 12 型が判定できる Bosse らの方法[4]
を実施した。Bosse らの方法で判定できなかった 2 株について Turni らの
方法[42]により血清型 15 型について調査した。 
 
（３）加熱抽出条件による検討 
 再血清型別により血清型別が可能となった血清型 1 型（以下、UT-1 型
とする。以下同様。）を 23 株、血清型 2 型（UT-2 型）を 13 株、血清型
15 型（UT-15 型）を 1 株供試した。第Ⅰ章の寒天ゲル内沈降反応の抗原抽
出条件を、60℃、2 時間加熱に変更し、抗血清 1、2 及び 15 型を使用し寒
天ゲル内沈降反応を実施した。また、抗原抽出温度が血清型別に及ぼす影
響を確認するために、UT-1 型株及び UT-2 型株を Mittal らの方法[30]によ
り作成したスライド凝集反応用抗原、並びに第Ⅰ章の寒天ゲル内沈降反応
の抗原抽出法である 60℃2 時間加熱抽出抗原、100℃1 時間加熱抽出抗原、




UT-2 型の 6 株、UT-15 型 の 1 株、胸膜肺炎の豚から分離された血清型





（１）スライド凝集反応とマルチプレックス PCR による再血清型別 
  スライド凝集反応とマルチプレックス PCR による再血清型別の結果
を表７に示した。スライド凝集反応においては、供試した 47 株中 25 株が
血清型 1 型に、19 株が血清型 2 型に、1 株が血清型 15 型に分類された。2
株は複数の抗血清に反応したので型別不能であった。Ito のマルチプレッ
クス PCR においては、供試した 47 株中 24 株が血清型 1 型に、18 株が血






ス PCR で型別不能であった 5 株について実施した Bosse らのマルチプレ
ックス PCR においては、1 株が血清型 1 型に、2 株が血清型 2 型に分類さ
れたが 2 株は型別不能であった。Bosse らのマルチプレックス PCR で型
別不能であった 2 株について実施した Turni らのマルチプレックス PCR
においては、血清型 15 型に分類された。スライド凝集反応により血清型




 寒天ゲル内沈降反応に使用する抗原を 60℃2 時間で抽出作成し、寒天ゲ
ル内沈降反応に供試した結果、すべての UT-1 型株は抗血清 1 型（図 3）
と UT-15 型株は抗血清 15 型において沈降線が確認された。一方、UT-2
型株は抗血清 2 型との間に沈降線は確認できなかった（図３）。 
 抗原抽出温度を変更して寒天ゲル内沈降反応で血清型別が可能であった
UT-1 型株と血清型別不能の UT-2 型株について、4 種類の抗原を用いてス
ライド凝集反応を実施した。UT-2 型株の 4 種類の抗原は、抗原抽出温度
に拘らず抗血清 2 型といずれも強い凝集反応を示した（図 4）。一方、UT-1
型株においては、抗原抽出温度が 100℃と 121℃で処理した抗原は、抗血
清 1 型とは弱い凝集反応を示した。 
 
（３）パルスフィールド電気泳動（PFGE）の解析 
 PFGE の結果を図 5 に示した。UT-2 型株の PFGE 型は 3 パターンに分
類された。そのうち 4 株が血清型 2 型の 17-PLA-45 株と同様のパターン
を示した。 
 UT-15 型の 15-PLA-22 は、血清型 15 型のリファレンス株である HS143






















レックス PCR の結果と同様であることが確認できた。 
121℃1 時間の加熱抽出抗原を使用した寒天ゲル内沈降反応は、60℃2 時
間の加熱抽出抗原を使用した場合より、高い特異性を示すことから[40]、
抗原抽出温度による影響を検討した。UT-1 型株と UT-15 型株の 60℃2 時
間の加熱抽出抗原を用いた寒天ゲル内沈降反応では、それぞれ抗血清 1 型















型 15 型株の中に 100℃1 時間の加熱処理において、血清特異抗原が変性す

















より、UT-2 型株の PFGE 型は 3 パターンに分類された。UT-2 型株の 6
株中 4 株が、野外流行株の血清型 2 型の約 80%の PFGE 型と同様のパタ
ーンを示す 17-PLA-45 株と同一の PFGE 型であった(表 1, 図 1)。UT-2 型
株の優勢な PFGE 型が血清型 2 型の野外流行株の優勢な PFGE 型と同一




15 型株と UT-15 型株の供試株数が少なく、抗原性の違いと PFGE 型との
関係については、供試株数を増やして明らかにされるべき課題として残さ
れている。 




結果、47 株中 25 株が血清型 1 型に、20 株が血清型 2 型に、2 株が血清型
15 型に分類された。寒天ゲル内沈降反応で型別不能であった要因として、







血清型 2 型の PFGE 型と UT-2 型の優勢な PFGE 型は同じであり、抗原性








本論文では、第Ⅰ章では 1999 年から 2000 年および 2002 年から 2005
年に分離された A. pleuropneumoniae の血清型を調査し、1986 年から
1987 年に分離された A. pleuropneumoniae の血清型を含めて、血清型の
推移を調べた。その結果、調査年を通して、血清型 2 型の分離が多く、次
いで 1 型、5 型が分離された。他に血清型 3 型、6 型、7 型株が散見され、
2003年および 2004年においては、新しい血清型の 15型株が分離された。
また、1986 年から 1987 年分離株と比較して、1999 年から 2000 年および
2002 年から 2005 年分離株においては血清型 2 型株数は有意に減少し、血
清型 5 型株数は有意に増加した。血清型 1 型株の分離株数は 1999 年から
2000 年分離株において、他の調査年と比較して有意に高かった。また、
2002 年から 2005 年分離株は、1986 年から 1987 年分離株と比較して UT
株が有意に増加したことが明らかとなった。 
第Ⅱ章では 1999 年から 2000 年に分離された A. pleuropneumoniae に
ついて、21 薬剤に対する感受性を測定すると共に、1986 年から 1987 年
分離株について、当時供試しなかった 15 薬剤を加え評価した。さらに 2002
年から 2005 年に分離された A. pleuropneumoniae についても薬剤感受性




2000 年分離株の血清型 1 型でフルオロキノロン系薬剤に耐性を示す株が
観察され、また、血清型 2 型でマクロライド系薬剤に耐性を示す株が観察
された。分離年に拘わらずセフチオフル、フロルフェニコールおよびフル
オロキノロン系薬剤に高い感受性を示した。一方 2002 年から 2005 年分離










第Ⅲ章においては、日本分離株の A. pleuropneumoniae において、OTC
に対する耐性率が他の薬剤と比較して高かったことから、1986 年から
2005 年に分離された OTC 耐性株について tet 遺伝子の検出と PFGE によ
る分子疫学調査を行った。検出された tet 遺伝子は、tet(A)、tet(B)、tet(H)
および tet(O)であったが、tet(B)遺伝子が最も多く、次いで tet(H)遺伝子
が多く検出された。分離株の多い血清型 2 型と 5 型について PFGE 解析を
行ったところ、主要な PFGE 型は 2 型および 5 型でそれぞれ 20 年間変化
は認められなかった。tet 遺伝子と PFGE 型との関係について、2 型およ
び 5 型において tet(B)遺伝子陽性株は、2B、5B、5C および 5D 型であり、
tet(B)遺伝子陰性株は、2A、2C～2F、5A および 5E 型に分類され、tet(B)
遺伝子陽性株と陰性株では、PFGE 型が異なることが判明した。1999 年
から 2000 年分離株の OTC 耐性 2 型株は、tet(B)遺伝子陽性株であり、
PFGE 型は 2B 型であった。さらに CP 系に耐性を示す株が多く、1999 年
から 2000 年は異なる PFGE 型および薬剤感受性の株が分布していたこと
が明らかになった。また、血清型 5 型株は、どの年代においても、OTC 単
剤耐性が多く、保有している tet遺伝子も tet(B)遺伝子のみであったので、
クローナルな株ではないかと考えられたが、PFGE により複数の PFGE 型
の株が分布していることが判明した。 
第Ⅳ章においては、近年増加している UT 株について、スライド凝集反
応及びマルチプレックス PCR により再血清型別を行った。これら UT 株
は血清型 1 型、2 型及び 15 型に分類可能であった。寒天ゲル内沈降反応で






伝子型との関連性について検討するために、血清型 2 型と血清型 15 型を
用いて PFGE を実施した。血清型 2 型の PFGE 型と再血清型別により 2
型となった株の優勢な PFGE 型は同一であり、抗原性の違いが PFGE 型
に反映されないことが明らかとなった。 
 以上、四章の成績より、日本で分離される A. pleuropneumoniae は依然
として 2 型が優勢であることが明らかとなった。また、薬剤感受性につい
ては、OTC に対して耐性を示す株が多く、血清型により薬剤感受性に特徴
が認められることが明らかとなった。A. pleuropneumoniae の tet 遺伝子
は、分離年により変動はあるものの tet(B)遺伝子が多く分離され、OTC 耐
性の増加には tet(B)遺伝子陽性株の増加が関与していることが示唆された。
1986 年から 2005 年分離株血清型 2 型および 5 型株の PFGE 型により
tet(B)遺伝子陽性株と陰性株は PFGE 型が異なるため、tet(B)遺伝子陽性
株と tet(B)遺伝子陰性株は遺伝子型が異なることが明らかとなった。また、
血清型 2 型および 5 型株は約 20 年間において優勢な PFGE 型には変化は
なかったが、1999 年以降の株については優勢な PFGE 型とは異なる型を
示す株の出現が確認された。さらに近年 UT 株の分離が増加しているが、
スライド凝集反応及びマルチプレックス PCR により血清型別が可能であ




1 型、2 型，5 型、7 型、9 型及び 10 型による胸膜肺炎の発症の予防のワ
クチンが市販されている。本研究により日本で伝播している血清型の多く
は血清型 1 型、2 型及び 5 型であり、その他の血清型は散発的な分離であ
った。日本における A. pleuropneumoniae による豚の胸膜肺炎の効果的な
予防のために、日本で分離される血清型に変化が認められるか継続的な調
査が必要であることが示された。薬剤感受性の結果、胸膜肺炎の治療薬と
して承認されている FF、CTF 及びフルオロキノロン系薬剤に対して A. 
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pleuropneumoniae は、高い感受性を示した。しかしながら OTC に対し
ては、高い耐性率を示した。OTC は豚の肺炎や細菌性下痢症等の治療薬と
して承認されており、豚の感染症治療薬として使用されている。日本にお
ける A. pleuropneumoniae による豚の胸膜肺炎の効果的な治療のために、
薬剤感受性に変化が現れるか調査を継続することが重要であると考えられ
た。遺伝子型の解析により、血清型 2 型および 5 型株は約 20 年間におい






清型 1 型、2 型及び 15 型に型別された。このことにより、従来の寒天ゲル
内沈降反応では、型別出来ない株が存在することが判明した。 
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